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Ig) VarfAliran xur Haraf anwng hachomlnlBlari Mitimafralar. hapaUltaalctarar Human, uad TlarhHniPofalilnHtouiToen. 

@ Zur ErzloiMng einaa VarfaTirana, daa dla Heratelluno 
hoi^garelnfatar Hdmofiloblnl&ftunQfin fQr dla Humonlham- 
plft, die fra) von Prasmaproralnan umJ RaatstrDmali^dan 
Bind, nfclitnLir aua Humanblut, aondam ftuoh aua TIartilm In 
BO graPan Manoen eriaubt, wlo alo fQr oina kuntaona An- 
wanduno bonfitlgt werdan. (a> pump« man daa Eryttirozyian 
anlhaHande AuaQqngamBierlal Qbap aine FlltBralnhelt alner 
PoranaroBa zwlaohsp 0,1 und 1,2 Im Krolelauf gogan elns 
Isotona Waoohldeung. (b) hfimalyalart daa Produkt vcm (a] 
uad pumpt ea Obar alna Ultraflltratlonoalnhalt mtt Durohias- 
Bfgkalt von SO 000 bla 100 Offi) D Ini Krolelaut asQon Weaaar 
und (0) pumpt und diarillrtart daa In Btufa (b) nnfalland^ 
Uftrofillrat Qber alna Ultraflttrfitlonsolnhott m ourcfil^aBtg- 
Kelt von 10 000 bla 60000 Q lm Kre|alauf goaan Waaaar, 
wobel vor und/oder nai^ dar DIoflliratlon anJconrentrfert 
tfrtrd. 
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Verfahran 2ur Herstellung; hochgerelnlgter i 
10 B-bromaf reler / hepatitisBicherer Himan- und 

Tlerhamogloblniasiangen ■ 

Die Erfi:x4ung betrlfft ein verfahren aux Herstellung 
15 hochgereinigtarr stromafreier r hepatitisslcherer Human- 
kind TierhamoglobinlSsungen* 

najnogioblniasungen Bind in der tage, unabhSngig von 
Erythrozyten In vivo Sauerstoff tranaportieren . Filr 
2Q di& Vertr^glichkeit solcher L5Bungen Ist es jedoch nStig^ 
Plasma und Zellbestandteile des Blutas^ aus dem dae H&mo'*' 
globin durch HHinolyse freigesetzt wird, mttglichat voll- 
st^dlg zu entfernen (Plasmaproteine, stiroma, etc.). 

25 zur Heretallung von HamogiobinlSsungen werden verschi©*" 
dene V^rfahren angewandt. • 



30 
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In der ersten Stuf© erfolgt bei alien Verfabren ein© 
BaBchwg der Erythrozyten, xim die PlasBiaproteine zu ent- 
fernen. 

In den meisten der bieher bekannten Verfabren werden die 
5 Erytbrozyten mil: iaotonen Elektrolytiasungen versetzt land 
durch Zentrifugation abgatrenn-t, wie beiepielsweise gemafl 
der DE-PS 22 48 475. 

In der DE-OS 31 30 770 wird ein Verfahren beschrieben, das 
10 auch fUr die graft technische Heratellung geeignet tst und 
sine Sedimentation zur Waschung der Erytbrozyten bein* 
haltet, 

Gemeinaaroe nachste Stufe aller Herstellungsverfabren lat 
IS eine HHrooXyae der Erytbrozyten mit nacbf olgender Ab- 
trennung der Stromabestandteile^ die entweder durch 
Filtration, Zentrifugation, DmkristalHaation des Hfimo- 
globlns Oder einer Kombination dieser Metboden erfolgen 
kann (DE-OS 31 30 770 j De venuto et al. "Appraisal of 
20 Hemoglobin Solution ae a Blood Substitute", Surgery, 

Gynecology & Obstetrics, Sept, 1979, Bd. 149, S. 417-436; 
F. De VenutB et al "characteristics of stroma free hemo- 
globin prepared by crystallization", J. Lab. Clin. Mad., 
Mfirz 1977, S. 509-516; Mario Feola et al "Development 
25 of a bovfine stroma-free hemoglobin solution as a blood 
substitute". Surgery, Gynecology & Obstetrics, November 
1983) • 

Dieser rofiglicbst vollstSndigen Stromaabtrannung kommt 
elne besondere Bedeutung zu, da Reststromalipide imter 
30 Umstanden die Blutgerinnung beeinflussen und Nieren- 
ecbaden harvorrufen kSnnen. 
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Alle bisher zux Herstellung von HSnioglcjbiniesungen an- 
gewandt&n Verfahren welBen noch entscheidande Hachteile 
auf. Die Waachtmg der Erythrozyten in der bishar dureh- 
geftihrteji ffeise ftihrt Produkten, die noch Plasma- 
5 proteine enthalten, Eine vollstandige Entfernung der 
Plasmaproteine durch wiederholte Waschung der Ery* 
throzyten oder Uwkr lata 11 is at ion des HMjuoglobtns fUhrt 
zu erheblichen Ausbeutevarlusten und ist grofi-' 
technlachen Maflistab luiwirtschaf tllch . 

10 

AuB dieBeixi Grunde war es auch biaher xnlt herH&ininlicban 
Vierfahren rddht mtiglich/ in der Hunonmedizln n»tiglichBrwals& anzuuiandan^ 
Hajnoglobinlfiaungen aua Tierblut berzustellen , da die in 
den LSsungen vorhandenen Restproteine bei Anwendung am 
15 Menecben zu IramunreaJttionen fUhren Icbnnen. 

Der Erfindung liegt dieAufgabe gugrunde, eln Verfahren 
bereitzustellen/ das die Serstellung hochgerelnigter 
HamogloblnlBsungen ftir die Humantherapie , die frel von 
20 piasmaproteinen und Rest stroma lipiden sind, nicht nur 
aus Humanblutr sondern auch aua tierblut in ao groBen 
Mengen erlaubti wie sie ftSr eine klinische Anwendung 
bencitigt werden. 

25 Dleee Aufgabe wird erf indungsgemftB dadurch gelfist, 
dafi man 
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a] das Erythrozyten enthalteude Ausgangstnaterlal fiber 
eine zu {iberstrfiTnende Piltereinhelt einer poren- 
griSBe zwischen 0^1 und 1,2 um im Kreislauf gegen 
eine isotone WaschlSsung pumpt/ wobel verbrauchte 

5 WaechlOsung als Flltrat kontlnuisrlich abgezogen 

und durch neue WaschlSsung erganzt wird, 

b) die so gewascherjen und anjconzentrierten Erythrozyten 
worn Filter gewlnnt und in an sich bekannter Keise 

10 hSmolysiert, das BSmolysat bei nahezu konstantejn 

volumen tiber eine zu aberstrOinende ultraf iltrations- 

elnheit mlt einer Durehiassigkeit von BO OOO 

bis 100 000 D iiQ Kreislauf gegen Wasser putnpt und 

15 c) die in Stufe b) als [JItraf iltrat aufallende verdtlnn- 
te Hanioglobinlosung bei nahezu konstantem Volumen 
tiber eine zu -Oberptr amende Ultraf iltratlonseinheit 
mit einer Durchiaeeigkeit von 10 000 bis SO 000 D 
im Kreislauf gegen Wasser pumpt und dabai dia*- 
filtriert, wobei vor und/odar nach der Diafil- 
tration durch die gleiche Ultraf iltratlonseinheit 
ohna Wassergegenstrom solange im Kreislauf gepumpt 
wird, bis das Hamoglobln auf dan gewUnschten Wert 
ankonaentriert ist, 

25 
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Mit Hilfe der erf IndungsgeroSflea Koiribinatlon von Fil- 
trationen mit Piltarmambranen sbsteigender Porendurch- 
raesser geXingt ea^ die Erythrozyten von Plaamaprotelnen 
zu befreietir naeh Lyse die Brythrozytanhlillen volXstan- 
5 dig ZM entfernen und das Hanoglobin Von unerwtinschten 
Begleitfiubstanzen zu ralnlgen. 

Die In Fig. 1 achematlsch gazetgte erate Verf ahrensstufe 
stellt die Erythrozyten-WaBchung dar, bei der die Ery- 
10 throzyten Im Kxeialauf Uber elne Plltereinheit gegen 
elne isatone waachlfiaung gapimpt werden. Pabei 
lasaen sich t&chnieche Pimpen und technische Piltra- 
tlonsmodulen ainsatz&n/ wle &ie z.B, Ublioheinvelse zur 
Rtickgewinnung von Lackpigmenten verwendet werden. 

15 

Bekanntlich unt&rliegen Erythrozyten a^hr leicht der 
Hainolyse, und der Fachmann ist atsts bamttht, Erythrozyten 
&o schonand wla mUgllch zu waschen/ um HSLmolyse zu ver- 
meiden. Ganz besonders empflndllch gegeniiber HSmOlyse 
2Q slnd alte; ttbsrlagerte Erythrozytan-Konzantrata* 

Ea war deahalb v6111g Uberraschand, dafi bel einem Xm- 
Kreialauf-Pumpen unter Verwendimg technischer Pumpen 
fiber technische FlXtermodule , was dem Fachinann nicht 
25 gerade aX9 schonende Behandlung anmuten mu&tBf 

kaum Hajnolyse arfoXgte, was ganz besonders flberraBchend 
fiir den Elnaatz UberXagerter Erythrozyten-Konzentrate 
war. 

30 Somlt Ittflt sich das erf IndungsgeinaBe Verfahren nicht 
nur bei frischarn VollbXut tiarischer und humaner Her- 
kunft, eondern auch bel iiberlagerten Human-Ery thro zy tan - 
Konzentraten anwenden, ohne dafl elne nennenswerte 
HcUnolyse eintritt. 
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Hit Hllfe dleser erBten Ver£ahren3at.u£& g&lingt: es^ 
in kur^er Zeit groBe Mangen WaschlOeung xnit Erythro- 
zyten in Eontiakt. zu bringen und wieder aus dem Kreislauf 
2u entferndHf so daB eine inbenBive Waachnng erfolgt. 

5 

Als WaschlSsung eignan aich jegliche isotone Elektrolyt- 
iGsungen sovrie isotone LUsungen von Zucfcer oder Zuckor- 
alkobolen. Eina bevorzugte WaschlQsung iat Isotone 
NaCX-WJsung. 

10 

riurch VergrfiBerung der Ftlterf ISchen lasaen sich belieblge 
Erythrozytenvolumina waachen, so daB dieses VerfaJiran 
fUr die groBtecbnlaohe Heratellung von BSmoglobin- 
X65ungen geeignet ist. 

15 

Die verwandeten Filter kc5nnen eowohl Flach- ala aucb Hohl- 
f asermeihbranen enthalten. HohlfasermsjnbjranBn warden 
bevorzugt, wftll sie inehr Fiache auf kleinem Raum auf- 
ueiaen ala Flachmembranan . 

20 

Dia durchschnittlicha PorangrflflB liegt zwischen 0,1 und 
1/2 ujn. Bei Unterschreittmg der unteren Grenze kSmiten 
Plasinaproteine mit den Erythrozyten zurttckgehaltcn warden, 
wahrend bei Uberschreiten der oberen Grenze sicb die 
25 HamoXyserate drastisch erhfiht. Vorzugswaise warden Mam- 
branen mit einer mittleren PorengroBe von 0,4 bis 0,6 |im 
verwendat. 

Per Filtrationsdruck sollte zweckmaSlgerweiae zwiscben 50 
30 und 700 wbar liegen. 

Die Kreialaufwasche erfoigt so lange, bis keine 
Plasmaproteine mehr nachwaiebar sind. 



35 
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Nach Waachung der Erythrozyten in der beschrlebenen Art 
tmd Welse erfolgt die Hanyolysa durch Einbringen der an- 
konzentrierten Erythrozyten in das 2-3 fache Volumen 

5 

Die in Pig. 2 gezeigta zweite und dritte Verfahrensstuf e 
stent die Abtrennung des Stromas voro Hemoglobin dar, 
dabei wird unmittelbar anschlieBand an die H5iiioLysa das 
aus den Erythrozyten frelgeaetzte H^rooglobin in einer 

10 swBiten FiltrationsBstuf e von dem Erythrogy ten stroma 
abgetrannt. Hierssu wird das Hamolysat intsnsiv gegen 
Was3er diafiltriert , wobei elne Ultraf iltrationselnheit 
mit einer Durchl^eeigkeit von 80 000 bi3 100 000 D 
verwendet wird (Plachjnejubranen oder Hohlfasermembranen, 

15 vorzugsweise Bohlfasermsmbranen) . 

Dies bedeutet, dali das Hfitrolysat bei nahezu kanetanteni wlurren 
im Kreislauf tlber die Ultraf iltratlonselnheit gepumpt 
wird^ wobei das Hfiiaoglobin mit eineiti Molakulargawicht 
20 von 64 500 zuaamiaen mit alien Begleitstoff enr deren Mole- 
kxilargewicht weniger als 80 000 bis 100 000 D betrSgt, 
im Ditrafiltrat erscheint, 

Vorteil dieses verfahrens ist^ daS nahezu das gesamte 
25 Hamoglobin aus dern vorliegenden HSmolyBat gewonnen warden 
kann, im Gegenaatz zu bisher bekannten Verfahren, bei 
denen ein Groflteil des Hamogloblns zusammen roit dem 
Erythrozytenstroroa verworfan wird. 

30 
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Die in dieaer zweiten FiltratlonsBtufe als UXtrafiltrat 
anfallende verdttnnte RSmoglobinl&Bung vlrd in elner 
drittan Piltrattonsstuf parallel zur zweiten Filtratlonr 
ankonzentriert^ Verwendet wixd wlederum etne Dltxa- 
^ f iltrationaeinhelt r jedoch tnit einer Durchlaasigkeit 

von 10 000 bis 50 000 so dafl das Hemoglobin 2ur{ickge- 
halten wlrd und damit sowohl ankonzentriert ala auch 
bereits teilwelse von Begleitsubatanzen mit Kolekular- 
gewichten unter dar genannten Diirchiaesigkelt dar einge- 
setzten Meinbran bef^eit wird. Sobald das Hemoglobin 
auf einen erwOnschten Wert ankonzentrtert iat, wlrd zox 
vollstandigen Abreicherung kleinmolekularer Begieit- 
&to££e erneut geg&n waeser diaflltriert. 

,^ r Die Diaf iltration kann jedoch praktlscli an jedejr Stella 
der dritten Piltrationsstufa erfolgen, Es kann beippiels- 
weise erat diaflltriert und dann konzentriert warden Oder 
iwigekehrt. Nachdem jedoch zum Zwecke des Diaf iltrierens 
dae Voluinen der HamoglobinlCsung wedet- zu grofl noch die 
ZC Lfisung zu konzentriert sein sollte, erfolgt die Diaf il- 
tration zweckmSfllgerveise etwa in der Mitte der drittan 
Stufe, d.h. es wird erst auf einen gewiseen Wert ankon- 
zentriart, dann diaf iltriert und danach auf die gewtinschte 
Endkonzentration aingeatellt. 

is: 

Der Filtrationsdruck in der zweiten und dritten Piltra- 
tionastufe erfahrt seine Begrenzung lediglich durch den 
Masciinaldruckrder fUr die jaweiligen entaprechenden Filter- 
module zuiassig iBt. Dieaer 1st vom Herstaller auf den 
3C Modulen angegeben. 



Received from < 919 420 2260 > at 5/29/02 4:46:39 PM [Eastern Daylight Time] 



, MAY. -29' 02 (WED) 17:14 ALSTON & BIRD 



TEL:919 420 2260 



01S6961 

-9- 

E5 resultiert ein hochge^relnigtes Hamoglobln gewttoscb- 
ter Konzentration^ daa nach tiblichen Verfahren zu inodlfi- 
zlerten HaxaogloblnlOsungen verarbeitet werdan Hann, 
wle beispielsweisB in 24 49 252, 26 17 822 und 

5 27 14 252 beschrieben, wobei aich voratshende Literature 
angaben nur auf Modif izieren und nicht auf Reinigen 
bezlehen sollen. 

Bei dsn Filtratlonen in alien drol Stufen handelt es 
10 sich uin sogenannte tangential tiberstr amende Piltrationen. 
Bei einer ^lichan Filtration wUrden bei dem zu 
f iltrierenden Material sehr scbnell die Poren verstopfen. 

Ala Wasser wird zweckmSBigerweiae entsalztea oder 
15 destilliartes Wasser genomman. 

Das in der bereits vorstehend genannten Druckschrift 
Mario Peola et al. beschriebene Verfahren 3ur Herstellting 
von Hamoglobinl5Bungen beinhaltet zwar auch zwei Stufen, 
20 in denen das HSmolysat hintereinander durch Filter mit 
einer Durchlasaigkett von TOO 000 D und 30 000 D ge- 
schlckt wird. Die vorangehende Erythrozyten-Waschung 
erfolgt in dieaero Verfahren jedoch auf Ubilche Waise 
mit einer Elektrolytlttsungr wobei keine vollet^ndiga 
25 Abtrennung des Plasinaproteins erfolgt. Ferner wird 
das Ultrafiltrat aus der letsten 30 000 D-Piltration 
gegen einen Elektrolyten dialysiert, was zur Polge hat, 
daB die daraus resultierende Hamoglobinl5aung einen bohen 
EXektrolytgehalt aufweiat, was fUr apezielle verwendungs- 
30 zwecke^ z.B. Perfusion der Herzkranzgef aSe bei Operationen 
am offenen Her sen (Kardioplegie) von Uachteil ist. 
Mit Hilfe des erf indungsgeraafien Verfahrens, bei dem in 

35 
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der zwelten und drltten stufe gegen Wasser diaflltriert 
wlrd, wird dagegen ein praktiseh elektxolytfreles 
Produkt erhalten* 

Schliefllioh 1st den belden Dltraf iltrationan nach 
5 erfolgter HSmolyse eine Filtration dureh ein Filter ailt 
einer PorengrSfle von 0,5 m vorgrohaltet , weil der 
Pacbmann annehjnen nwBte, dafl bel der Piltration eines 
Hamolysats, das noch alle groben Zellbestandteila ent- 
hait, unmittelbar diiroh ein 100 000 D Filter, dieses 
10 Filter SBhr achnell verstopfen wurde. 

tlberraschenderweiee fand man jedoch, dafl, wenn man gemaB 
der Erfindung das Haitiolysat fiber ein 100 000 D Filter im 
Kreislauf gegen Waaeer pwupt, keine Filterverstopfung 
stattfiadet und eine vorgeachaltete Filtrationastufe 
15 fiir das Hamolysat durcjx ein grOberes Filter sntf alien 
kann. 

Die Vorteile das erf indungsgemaflen Koabinationaverfahrena 
liegen zim etnen in der techniech einfaohen Realisierbar- 
keit, verbunden mit einem be trScht lichen Zeitgewinn und 
einer erhahten Hamoglobinausbeute gsgenUber bisher be- 
beschriebenen Verfahren; zum anderen ermaglioht die hobe 
Iteinheit das ao gewannenen aanDg3oblnB ltf5glicher«eise den Blnsatz von 
lierblut zur Herateliung modifizisrter Hamoglobin- 
IBsungen fttr die Huinantherapie. DarUberhinans ist 
daa Produkt praktiseh frei von Elektrolyten,und das Ver- 
fahren ftlhrt zu einer drastischen Reduzierung 
eventuell im AuegangsmaterlAl vorhandener Bakterien 
Oder viren, so dafl aucb die aus. biaherigen Verfahren 
bekannte cheroische Sterilisation, heispielsweise nit 
a-Propiolacton (z.p. dE-PS 22 48 475, DE-OS 31 30 770) 
entf alien kann. Fttr besondere Faile iSflt sich jedoch 
gegeben nfalls eine fl-Propiolactonbehandlung auch 
beim erf indungsgeraaSen Verfahren wahrend der Erythro- 
35 zyten-waschung durchfuhren. 
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Nachstehendfi Beisplele dieaen ^ex weiteren ErlSuterung 
der Erflndung* 

Bei spiel 1 

5 1 friGchee, stabiliBierteB Rinderblut vurde Uber eln 
Blutfilter in ein 5 I-Gefao filtrisrt. Mit Hilfe einer 
Blutpumpe vmrde das Blut im Kraislauf ttber zwei Hohlfaaer- 
f iltrationspatronen der Porenweite 0,i ^zn und einer 
^0 Gesamtf ISche von 1 gepiimpt. Das aus dem KreiaXauf 
abfiltrierte Volujtien wurde kontinuierlich durch 0,9%ige 
NaCl-LOsung ersstzt. 2ur nahezu vollBtSLndigen Entfernung 
der Plaemaproteine wurdeh 50 1 (10*-£achefi AuBgangs*^ 
volumen) NaCl'^Ldsung zur Waschung eingesatzti^ Der 

^^"^ mittlere Filtrationadruck betrug 266 mbar. Die waschung 
war in 3 Stunden beendet. Danach warden die Erythrozyten 
auf 2/5 1 ankonzentriert . DieseE Erythrozytenkonzentrat 
wurde in 5 I dastilliertee Nasser eingerilhrt, wobei Haino- 
iyse eintrat. Zur Stromaentfernung wurde das H&nolysat 

20 int Kreislauf Uber 2 Hbhlfaserpatronai (1^8 m*) der DurchiaBaig^ 
keit 100 000 D gepuinpt, Dae Hainoglobin (KG 54 500) 
paBsierte die Membran, wHhrend die Stromabestandteila und 
hiSheritiolekularen Substanzen zurtlckgehaltan warden r Das 
Kreislaufvolumen wurde dureh kontinuierliche Zugabe von 

ZS" deBtilltertem Wasser konstant gehalten. in 30 I ultra- 
filtrat waren ca, 95 ft des gesamten Hamoglobins ent- 
halten. Sobald 5 1 Ultraf iltrat, vorlagen, wurde unter 
Konatanthaltung des volujnenB das Hamoglobin in einem 
weiteren Kreislauf, in dew sich zwei Hohlfaserpatronen 

30 der Dorchlasaie^it 10 000 D (1,8 m') bajanden, ankonzentrifirt. 

Sobald die Stromaabtrennung beendet war und 95 % des Geeamt- 
hajnoglobins in dem Volumen von 5 1 vorlagen/ wurde zur 
Entfernung niedermoXekularer Bestandteile Uber die gleiche 
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Ultraflltratlonseinholt mit elner DurchXSasigkeit von 
-10 000 D gegen 25 1 dsstllllerten Wassers diaf iltrtett. 
liii Xetztan Sehritt wurde im selban Kreislauf au€ 22 I 
HHwoglobin ankonzentrlert. AnachlleBend wurde die LSsung 
S" liber ein 0,2 m Filter starilfiltxlart. 



Auabeute: 80 %. 
■IC Beispiel 2 

Die vollatandige Entfermmg der PlaBmaproteine aus der 
HawoglobinlBaung liaa slch anhand von Immune lektrophore sen 
und im Tierexper intent aeigen. Hlerzu wurden Meer- 
^5" achwelnchen mlt einer nach Belapiel l bergestellten 
Hamoglobiniasung unter Zuhllfenahroe von Freund' schem 
Adjuvana immunlslert . im Plasma der Tiere lieflen sloh 
keine Antikorper gegen Humanplasmaproteine baw. gegeii 
tieriBche Plasmaproteine nachweisen 

10 

Belsplel 3 

Die draatischs Verringerung vorhandener Erreger im Aue- 
gangsblut durch das erf Indungsgemaae Verfahren liefl aich 

iS" ebenfalXs ira Experiment zeigen. Setzte man dem zur Her- 
stellung der Hamoglobinlbaung varwendeten Blut entweder 
1^ XI 74 Phagen mlt einem DurchmesBer von ca.25nm oder/CPba- 
gen mlt einem Durcbmeaaer von 200 nm In einer Konaentra- 
tion von 10 /ml zn, ao liefl gich 2Bigenr daB durch 

30 waschung der Erythroayten mlt dem lO-fachen WascblSsungs- 
VQlumen in der eraten Filtrationsatufe eine Abreicharung 
ua 10 - 10* Phagen erfolgt. 

^In der nachsten Pllttationsstufe, bai dem das fraige- 
SsTsetzte HSaioglobin durch eine Ultraf iltrationsroembran 
mit einer Durchiasslgkeit von 100 000 D abflltriert 
wurde, wurden weitere 10^ /ml Phagen durch die Membran 
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zurUckgehalten, da sle aufgrund Ihres Durchinassers die 
Membran nlcht passlaren konnten* inegeEatot warden damlt 
die zageBetzten Phagen um ca> 10^ /ml/ also au£ 10 /ml, 
varringert. Dleser Sterillsatlonaef fekt ist dashalb 
S" van besonderer Bedeutung, well nach Ubllohen Blutbank^ 
kriterien geprllftes Transfuslonsblut nach wis vor eine 
Hepatitte Ubartragen kann. Wie an frtiherer Stelle bereita 
auagafahrtf war bel bisherlgen Verfahren deshalb a in 
chemlschee Starlliaationsverfahren erf orderlich. Durch 
W(? das bier baschriebene piltratlonsverf ahren kann elne 
solche chemische sterilisation ent£allBn« 
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Patentansprttcha 

1 . Verfahren zvz Herstellung hochgereiaigter, atroma- 
freier hepatitlsslcberaj: Human- und Tiarhainoglobln- 
Idsungen, dadurch gekann zeic fa- 
ne tr dafi man 

a) das Erythrozytan enthaltende AuBgangainatarlal flber 
Bine zu tDjarstrtiroende Piltereinbett elnar poren- 
grBfle zwleehen 0,1 und 1,2 m ±m Kreialauf gegen 
eine Isotone Waschlflsiing pumpt, wobei verbrauchte 
Waaehlfisung als Filtrat kontlnuierllch abgezogen 
und dureh neue Waachl6sung ergaazt wtrd, 

b) die so gewaschenen und ankonzentrierten Erythrozytan 
vom Filter gswtnnt und in an sich bekanater Weiae 
h&nolyalart, das Hamolysat bel nahezu kotjgtantem 
Voluaen flber eine zu mjerBtxOroenda Ultraf Utrations- 
einheit mit olner DurchlilssigJceit von 80 ODD 

bis 100 000 D Un Kreialauf gegen Wasser pumpt und 

c) die in Stufe b) als Ultrafiltrat anfallende verdiinn- 
te HamoglQbiniasung bei nahezu Jconstantem Volumen 
Uber eine zu Oberstromende Dltraf iltrationseinheit 
mit eiaer DurchiasBlgkeit von lo 000 bis 50 OOO d 
in KrelsXauf gegen Waaser pumpt und dabel dta- 
filtriert, wobei vor und/oder nach der piafil- 
tration durcb die glelcbe Dltraf iltrationseinheit 
ohne Wassargagenstrom solange im Kreialauf gepumpt 
wird, bia das Hai^oglobin auf den gewUnachten Wert 
ankonzentrlert let. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch geJceimzeichnet , 
daB man zuerst im Krelslauf pumpt, bis das Hemo- 
globin aixf den. gewttn&chten W&rt ankon2entrlert t^t, 
danach durch die glelche Ultraflltrationselnhelt * 

5 Im Kratslauf gegen Wasser diafiltriert und daim 

das HSiDoglobin auf die gawtinschte Endkonzentratlon 
einatellt» 

3. Verfahren nach Anapruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeioh- 
10 net, daB In gtufe a) bai ainexn Filtration sdruck von 

50 bis 700 mbar gearbeltet wird. 

4. Verfahren nach einem der vorstehendan Ansprllche, 
dadurch gekennzeichnet r dafl als Waschlflsung in 

15 Stufe a] isotone NaCl-LSsong verwandet vflrd. 

5. Verfahren nach einem d©r voretahenden Ansprtlcbe, 
dadurch gekannzelchnetr dafi man in Stufe a) eine 
Filtrationseinheit mit ainer Porengrfifle von 0,4 

20 bis 0,6 \im verwendet. 

6. Vrfahren nach einejo der vorstehendan Anaprttcha, 
dadurch gekennzeichnet, daS man in alien drei Stufen 
als Filtrations- bzw- Ultraf iltrationBeinhsit eine 

25 Hohlfasermembran verwendet. 
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